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O flúor está amplamente distribuído no meio ambiente, sendo geralmente 
encontrado no solo, ar, rochas, alimentos e na água sob a forma de fluoretos. A 
ingestão de flúor na água de beber está associada à neurotoxicidade do 
desenvolvimento em crianças e adultos e manifestações psiquiátricas, incluindo 
letargia e memória. Uma vez que o seu consumo em excesso é capaz de 
atravessar a barreira hematoencefálica, pode acumular-se no cérebro e causar 
toxicidade no sistema nervoso central via alterações na sinalização 
glutamatérgica. A neurotoxicidade causada pelo flúor inclui alterações no 
metabolismo cerebral, níveis de aminas biogênicas, conteúdo de ácido nucléico, 
atividades de enzimas proteolíticas, aumento do estresse oxidativo e danos no 
DNA cerebral. Ja foi demonstrado que a expressão de receptores de glutamato do 
tipo NMDA em cérebro de ratos são alterados quando expostos a altos níveis de 
fluoreto. Entretanto, ainda não existem evidências a respeito do efeito desta 
substância sobre a neurotransmissão glutamatérgica em peixe-zebra. Portanto, o 
objetivo deste estudo foi avaliar se a exposição prolongada ao fluoreto de sódio 
(NaF) foi capaz de alterar a homeostase do sistema glutamatérgico e parâmetros 
comportamentamentais em peixe-zebra. Foram utilizados peixes-zebra adultos, 
divididos em quatro grupos experimentais, sendo eles um grupo controle e três 
grupos expostos ao NaF nas concentrações de 300 ppm, 500 ppm e 1000 ppm, 
por um período de 30 dias. Após esse tempo, os animais foram submetidos a 
testes comportamentais a fim de avaliar alterações no perfil locomotor/exploratório 
através do teste Open tank e interação social. Em seguida, os peixes foram 
eutanasiados e os cérebros retirados para avaliação da funcionalidade dos 
transportadores de glutamato. O grupo Fluoreto de Sódio (300ppm) apresentou 
maior preferência em permanecer no topo do aquário, além de uma diminuição no 
número de entradas e no número de latência nesta zona no teste Open tank. Em 
relação ao comportamento de interação social, houve redução significativa para a 
concentração de 1000 ppm. Concomitantemente foi observado uma redução na 
funcionalidade dos transportadores de glutamato no grupo 300ppm. Tais 
resultados permitem inferir que os peixes expostos a 300ppm de NaF exibem um 
comportamento ansiolítico e isso pode estar relacionado com o desequilíbrio da 
homeostasia cerebral, em especial dos transportadores glutamatérgicos. Os 
achados do presente estudo evidenciam a importância das alterações causadas 
pela exposição crônica ao NaF, uma vez que o NaF é uma substância 
amplamente utilizada na área odontológica e consumida na água potável.  
 
 












Fluoride is widely distributed in the environment and is often found in soil, air, 
rocks, food and water in the form of fluoride. Drinkable water intake is associated 
with developmental neurotoxicity in children and adults and psychiatric 
manifestations including lethargy and memory. Since its excess consumption is 
capable of crossing a blood-brain barrier, it can occur if the brain causes central 
nervous system toxicity via changes in glutamatergic signaling. Fluoride-applied 
neurotoxicity includes changes in brain metabolism, biological amino acid levels, 
nucleic acid content, proteolytic enzyme activities, increased oxidative stress, and 
brain DNA damage. Expression of NMDA-type glutamate receptors in rat brain has 
been shown to change when exposed to high fluoride levels. However, there are 
no values regarding the effect of this substance on glutamatergic 
neurotransmission in zebrafish. Therefore, the aim of this study was to evaluate 
whether prolonged exposure to Sodium fluoride (NaF) was able to alter 
glutamatergic system homeostasis and behavioral variables in zebrafish. Adult 
zebrafish were used, divided into four groups of experiments, one control group 
and three groups exposed to NaF at 300 ppm, 500 ppm and 1000 ppm for a period 
of 30 days. After this time, the animals were submitted to behavioral tests to 
evaluate alterations in the locomotor / exploratory profile through the Open tank 
and social interaction test. Then the fish were euthanized and retirees removed to 
assess the functionality of glutamate transporters. The Sodium Fluoride (300ppm) 
group has a higher preference for spent on top of the aquarium, as well as a 
decrease in the number of entrances and latency in this zone in the Open tank test. 
Regarding social interaction behavior, there was a significant reduction to a 
concentration of 1000 ppm. Concomitantly, a reduction in glutamate carrying 
capacity was observed in the group 300ppm. These results determine that fish 
exposed to 300ppm NaF exhibit anxiolytic behavior and this may be related to 
brain homeostasis imbalance, especially glutamatergic transporters. The findings 
of the present study highlight the importance of changes caused by exposure to 
NaF, since NaF is a substance rarely used in the dental area and consumed in 
drinking water. 
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1.1 EXPOSIÇÃO AO FLÚOR 
 
O flúor está amplamente distribuído no meio ambiente, sendo geralmente 
encontrado no solo, ar, rochas, alimentos e na água sob a forma de fluoretos. 
Industrialmente, o flúor e os seus compostos são usados na produção de urânio, 
plásticos, vidro, cerâmicas, pesticidas, Teflon® (politetrafluoretileno) e produtos 
farmacêuticos. O flúor é geralmente um subproduto indesejado da produção de 
alumínio, fertilizantes e ferro (Peckham e Awofeso, 2014).  
O fluoreto é uma substância química essencial para a fabricação de produtos 
na área odontológica, tais como cremes dentais e enxaguantes bucais, bem como 
usado também na fluoretação para o tratamento de água encanada. As principais fontes 
de exposição humana ao fluoreto são a água potável, alimentos, produtos 
odontológicos e pesticidas, segundo o National Research Council (NRC) (2006). O 
limite aceitável de fluoreto na água potável varia de 0,7 a 1,0 mg/L de acordo com a 
Organização Mundial de Saúde (WHO) (2004). No entanto, certas partes do mundo, tais 
como África, Ásia e Mediterrâneo Oriental, a água pode apresentar concentrações de 
fluoreto de até 20 mg/L (WHO, 2004). Uma excessiva exposição de fluoreto, além de 
causar severos problemas à saúde, incluindo fluorose dental e esquelética, também é 
capaz de apresentar ação carcinogênica sobre diversos tecidos (Grandjean e Landrigan 
2014). Além disso, níveis elevados podem induzir neurotoxicidade, os quais estão 
relacionados com neurodegeneração (Adedara et al., 2017). Como o flúor na água 
potável não altera sua cor, cheiro ou gosto, normalmente não há maneira de detectá-lo 
a menos que testado.  
 
1.2 EFEITOS CEREBRAIS INDUZIDOS PELA EXPOSIÇÃO AO FLÚOR 
 
Diversos estudos epidemiológicos observacionais mostram que crianças em 
áreas com alto teor de flúor possuem escores de quociente de inteligência (QI) 
significativamente reduzidos comparados as crianças expostas a baixos teores da 




2012; Choi et al., 2015; Aravind et al., 2016). Além disso, Strunecka et al. (2018) 
apontam que o flúor pode estar relacionado às desordens do espectro autista devido ao 
mecanismo de imunoexcitotoxicidade. A ingestão de flúor na água de beber está 
associada à neurotoxicidade do desenvolvimento em crianças e adultos e 
manifestações psiquiátricas, incluindo letargia e memória, dificuldades de pensamento 
(Spittle, 1994). O fluoreto tem a capacidade de formar complexos com outros 
elementos, prejudicando a função do sistema nervoso central (SNC) por meio de 
diferentes mecanismos neurotóxicos. Especificamente do ponto de vista celular, foi 
relatado que a neurotoxicidade do fluoreto inclui alterações no metabolismo cerebral, 
níveis de aminas biogênicas, conteúdo de ácido nucléico, atividades de enzimas 
proteolíticas juntamente com o aumento do estresse oxidativo e danos no DNA no 
cérebro (Vani e Reddy, 2000). 
O SNC é vulnerável aos efeitos do flúor, visto que este elemento acumula-se 
nos tecidos cerebrais, podendo afetar estruturas como o hipocampo, responsável pelo 
aprendizado e memória. Uma grande preocupação é que em crianças em todo o mundo 
estão sendo expostas ao flúor, o qual possui ações neurotóxicas e com efeitos 
potenciais no desenvolvimento neurológico. O fluoreto também foi associado a lesões 
na função da tireoide e por alterar a formação neuronal no feto em desenvolvimento, 
resultando em alterações irreversíveis no cérebro fetal (Domingos et al., 2018).  
Evidências indicam que a ingestão prolongada de quantidades excessivas de 
flúor pode exercer toxicidade crônica e afetar o SNC (Mullenix et al., 1995; Guan et al., 
1998; Sharma et al., 2009). O cérebro humano em desenvolvimento é 
excepcionalmente vulnerável a exposições à substâncias químicas tóxicas e ocorrem 
grandes janelas de vulnerabilidade desenvolvimentista. O feto não está bem protegido 
contra produtos químicos industriais, já que a placenta não bloqueia a passagem de 
muitos agentes tóxicos ambientais da circulação materna para a fetal. Durante a vida 
fetal e a primeira infância, a barreira hematoencefálica fornece apenas proteção parcial 
contra a entrada de produtos químicos no SNC (Grandjean e Landrigan, 2014). Além da 
toxicidade induzida pelo flúor no desenvolvimento, o cérebro adulto também se mostra 




Nestas circunstâncias, o flúor em excesso pode atravessar a barreira 
hematoencefálica, acumular-se no cérebro e gerar danos ao SNC de animais 
experimentais (Narayanaswamy e Piler, 2010; Valdez-Jiménez et al., 2011), 
promovendo estresse oxidativo e apoptose, reduzindo a expressão de receptores 
colinérgicos de acetilcolina e prejudicando o aprendizado e a memória (Gao et al., 2009; 
El-lethey et al., 2010; Liu et al., 2010; Liu et al., 2011). Curiosamente, a destruição 
neuronal e a lesão sináptica causada por fluorose crônica envolve excitotoxicidade, 
sendo que tal evento está relacionado com alterações na sinalização glutamatérgica 
(Blaylock, 2004). 
 
1.3 SINALIZAÇÃO GLUTAMATÉRGICA 
 
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC de 
vertebrados. Após sua liberação nos terminais pré-sinápticos, este aminoácido exerce 
seus efeitos via ativação de receptores ionotrópicos e metabotrópicos (Gasic e 
Holmann, 1994). Os receptores ionotrópicos são uma família de canais iônicos 
denominados de acordo com seu agonista sintético mais seletivo: NMDA, o qual ativa 
um canal de cálcio, AMPA e cainato (KA), que permeiam a entrada de sódio e potássio. 
Os receptores metabotrópicos, acoplam-se a proteínas-G (proteínas ligantes de 
nucleotídeos da guanina) e modulam efetores intracelulares, como a fosfolipase C e 
adenilato ciclase. Ambos os compostos são experimentalmente empregados no sentido 
de verificar seletivamente as ações excitatórias na sinalização glutamatérgica em nível 
de receptores (Danbolt, 2001).  
As funções promovidas pelo glutamato estão envolvidas com a plasticidade 
sináptica, aprendizagem, memória e desenvolvimento neural (Izquierdo et al., 1999). A 
manutenção do tônus glutamatérgico em níveis fisiológicos é exercida através de um 
mecanismo de transporte dependente de sódio. Os astrócitos captam o glutamato 
extracelular através de proteínas transportadoras e o transformam em glutamina, a qual 
pode ser liberada por estas células e ser novamente convertida a glutamato nos 




Os transportadores de aminoácidos excitatórios (EAATs) representam uma 
família de proteínas, sendo que já foram identificados e caracterizados cinco subtipos 
de transportadores no cérebro de mamíferos com distribuição e funcionalidade distintas: 
O EAAT1 é primariamente um transportador astroglial e a principal proteína de 
transporte no desenvolvimento do sistema nervoso (Furuta et al., 1997a). O EAAT2 é 
um dos dois mais abundantes transportadores de glutamato no SNC de adulto (Macnab 
e Pow, 2007), enquanto o EAAT3, também conhecido como EAAC1, é um transportador 
neuronal encontrado com mais abundância em membranas pós-sinapticas (Furuta et 
al., 1997b). O EAAT4 está limitado as células de Purkinje no cerebelo (Fairman et al., 
1995) e o EAAT5 localizado nos fotorreceptores e células bipolares de retina (Arriza et 
al., 1997; Pow, 2001). A excitotoxicidade causada por uma hiper-estimulação dos 
transportadores de glutamato é a maior causa de morte neuronal em diversas doenças 
cerebrais, incluindo a epilepsia (Meldrum, 2000). Os prejuízos cognitivos estão 
relacionados com perda de massa encefálica, ocasionada pela neurodegeneração 
apoptótica através de dois mecanismos: bloqueio dos receptores de glutamato NMDA e 
ativação excessiva de receptores de GABA (Olney et al., 2001). 
Wei e colaboradores (2017) mostraram que o padrão de expressão de 
receptores NMDA (NMDARs) no cérebro de ratos são alterados quando expostos a 
altos níveis de fluoreto. Os NMDARs, que são amplamente expressos no SNC e 
possuem propriedades biofísicas e farmacológicas únicas (Bouvier et al., 2015), 
desempenham papéis-chave na neurotransmissão e em conexão com doenças 
neurológicas. Estes pertencem à família dos receptores de glutamato ionotrópico 
(iGluR), que contém os receptores α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazalepropiônico 
(AMPA), cainato e delta (Regan et al., 2015). 
Está ficando cada vez mais claro que os NMDARs podem desempenhar um 
papel-chave em muitas funções fundamentais, como mediar o fluxo de cálcio, promover 
a plasticidade sináptica neuronal e participar nos processos de aprendizagem e 
memória (Riedel et al., 2003; Qiu et al., 2011). Ao mesmo tempo, a excitação excessiva 
dos NMDARs pode levar ao aumento influxo de cálcio e a consequente sobrecarga de 
cálcio intracelular, ativando uma série de processos intracelulares que induzem 




1.4 PEIXE-ZEBRA COMO ORGANISMO MODELO NA ÁREA BIOMÉDICA 
 
O peixe-zebra (Danio rerio) é um pequeno teleósteo (3 a 4 cm) de água doce 
pertencente à família Cyprinidae. Tem sido amplamente utilizado como modelo 
experimental em diversas áreas do conhecimento, tais como: genética e genômica, 
teratologia, biologia do desenvolvimento, comportamento e toxicologia (Vascotto et al., 
1997). Este peixe apresenta características favoráveis que complementam os modelos 
experimentais existentes, tais como: pequeno espaço requerido para manutenção, 
baixo custo por animal, rápido desenvolvimento, grande prole, embriões translúcidos e 
suscetíveis à manipulação e microinjeção (Lele e Krone, 1996). Além disso, grandes 
segmentos dos cromossomos do peixe-zebra estão em sintonia com os cromossomos 
humanos e dos camundongos e muitos genes apresentam um alto grau de similaridade, 
quando comparados em sua sequência (Barbazuk et al., 2000). O Instituto Sanger 
iniciou em 2001 o sequenciamento do genoma total do peixe-zebra, observando uma 
homologia de aproximadamente 70-80% com o genoma humano (Stern e Zon, 2003) e 
o seu genoma mitocondrial já está sequenciado, servindo de base para estudos 
filogenéticos (Broughton et al., 2001). 
Esta espécie tem sido amplamente utilizada como modelo experimental para 
o estudo das bases moleculares da neurobiologia, auxiliando na identificação de genes 
envolvidos na formação de circuitos neuronais, no comportamento e nos mecanismos 
envolvidos na neuropatogênese (Barbazuk et al., 2000; Goldsmith, 2004; Guo, 2004; 
Gerlai et al., 2006; Lieschke e Currie, 2007; Ebarasi et al., 2011). Outro aspecto 
importante que contribui para a utilização deste modelo é o fato de que esta espécie 
absorve os componentes diretamente da água pelas suas brânquias, acumulando-os 
em diferentes tecidos, dentre os quais o SNC (Grosell e Wood, 2002; Blank et al., 2009; 
Froehlicher et al., 2009; Yang et al., 2009).  
Diversos sistemas de neurotransmissão amplamente estudados em 
mamíferos já foram identificados e descritos em peixe-zebra, tais como: colinérgico 
(Behra et al., 2002), dopaminérgico (Boehmler et al., 2004), GABAérgico (Kim et al., 
2004), glutamatérgico (Edwards e Michel, 2002), histaminérgico (Kaslin e Panula, 




al., 2003; Rosemberg et al., 2010; Savio et al., 2012; Vuaden et al., 2012; Senger et al., 
2004). No sistema glutamatérgico, em peixe-zebra foram identificados os genes 
relacionados aos transportadores de glutamato, o padrão de expressão destes genes, 
bem como a funcionalidade dos transportadores dependentes de Na+ em distintas 
estruturas cerebrais (Rico et al., 2010). 
Singh et al. (2017) demonstrou que o fluoreto de sódio (NaF) em peixe-zebra 
é capaz de alterar o padrão de expressão de genes relacionados a inflamação, 
apoptose e reparo de DNA. Além disso, o NaF promove alterações na homeostasia do 
sistema hormonal do peixe-zebra. Sua exposição em concentrações consideradas 
elevadas descompensou a função endócrina da tireoide no peixe-zebra macho (Jianjie 
et al., 2016). 
Com relação aos efeitos moleculares, o fluoreto em concentrações 
encontradas no ecossistema se mostrou capaz de induzir respostas de genotoxicidade 
e mutegenicidade (Castro et al., 2018). Com relação a neurotoxicidade, Mukhopadhyay 
e colaboradores (2015) mostraram que alterações comportamentais de hiperatividade e 
altera o padrão de expressão para os genes relacionados à enzimas antioxidantes e 
fatores nucleares em tecido cerebral. Estudo realizado em peixe-zebra nas etapas 
iniciais do desenvolvimento demonstrou que elevadas concentrações de NaF  capaz de 
induzir  fluorose em tecido dentário (Zhang et al., 2016). Apesar de haver evidências 
relacionadas à toxicidade, e de forma sistêmica, ainda faltam estudos relacionados ao 





Considerando os aspectos acima mencionados, é de grande relevância a 
utilização do peixe-zebra para o estudo dos mecanismos relacionados à toxicidade de 
substâncias. Sendo assim, este trabalho tem como objetivo geral verificar se o NaF é 
capaz de influenciar a homeostase neuroquímica e comportamental no SNC de peixe-
zebra. A avaliação do panorama neuroquímico da neurotransmissão glutamatérgica de 




importante substância usada tanto na odontologia, bem como consumida na forma de 






2.1 OBJETIVO GERAL 
 
- Avaliar os efeitos da exposição prolongada ao fluoreto de sódio no sistema 
glutamatérgico e em parâmetros comportamentais em peixe-zebra.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Avaliar a exposição ao fluoreto de sódio no comportamento 
locomotor/exploratório de peixe-zebra utilizando o aparato Open tank , 
- Avaliar  a exposição ao fluoreto de sódio no comportamento de interação 
social em peixe-zebra;  
- Verificar  a atividade cerebral dos transportadores de glutamato e a 









3.1 LOCAL DE REALIZAÇÃO  
 
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Neurologia Experimental da 
Universidade do Extremo Sul Catarinense, incluindo todos os procedimentos que 
envolvem a indução do modelo de exposição ao fluoreto de sódio seguido dos 
respectivos testes bioquímicos e comportamentais. 
 
3.2 ANIMAIS  
 
Foram utilizados 120 peixes-zebra (Danio rerio) adultos (com 
aproximadamente 4 meses de idade) de ambos os sexos da linhagem heterogênea do 
fenótipo short-fin (SF). Os animais foram obtidos através do biotério do Departamento 
de Bioquímica  da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e mantidos no 
Laboratório de Sinalização Neural e Psicofarmacologia, da Universidade do Extremo 
Sul Catarinese (UNESC), em aquários de 50 L com água declorada e continuamente 
aerada, em um número de 30 animais por aquário. A temperatura da água foi regulada 
em 28,5 ± 1° C e os peixes foram mantidos em ciclo de claro-escuro de 14h/10h 
controlado por fotoperíodo (luzes acesas às 7h; luzes apagadas às 21h), sendo que as 
condições físico-químicas da água eram averiguadas antes e depois dos experimentos. 
Os peixes foram alimentados duas vezes por dia com artêmias. Todos os 
procedimentos com a utilização de animais foram aprovados pela Comissão de Ética no 
Uso de Animais da UNESC sob o protocolo 014/2019-1 (Anexo A). 
 
3.2.1 Grupos experimentais 
 
 
3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 
Os animais foram divididos em quatro grupos do estudo, sendo eles: 1) grupo 




ppm); 4) exposto fluoreto de sódio (1000 ppm). As exposições ocorreram por um 
período de 30 dias.  
 
 
3.4 EXPOSIÇÃO DO PEIXE-ZEBRA AO FLUORETO DE SÓDIO 
 
Neste projeto, foi utilizado o protocolo de exposição ao NaF em que os 
animais foram incluídos em grupos independentes nas concentrações de 300 ppm, 500 
ppm e 1000 ppm por 30 dias, de forma constante. Para isto, a troca da solução 
ocorrereu a cada 48 horas. Após os experimentos, foram avaliados parâmetros 
comportamentais (exploratório e interação social) conforme descrito abaixo. Em seguida 
os mesmos foram anestesiados em solução de tricaína (160µg/mL) e posteriormente 
eutanasiados por decapitação para a obtenção dos cérebros para os ensaios 
neuroquímicos.  
 
3.5 PARÂMETROS COMPORTAMENTAIS 
 
3.5.1 Tarefa comportamental (Open tank)  
 
 A tarefa do open tank se propõe a avaliar basicamente a 
locomoção/exploração vertical do peixe-zebra, bem como comportamentos 
relacionados à resposta a novidade (Cachat et al., 2010; Rosemberg et al., 2012). A 
avaliação comportamental dos animais ocorreu de acordo com o método previamente 
descrito pelo Laboratório do presente estudo. Após o período de execução do protocolo 
de privação a exposição ao álcool, os animais foram transferidos ao aparato do open 
tank, cujo formato trapezoidal possui dimensões previamente padronizadas na literatura 
(23,9 cm de comprimento na parte inferior x 28,9 cm na parte superior x 15,1 cm de 
altura e 15,9 cm na diagonal, possuindo 7,4 cm de profundidade na parte superior e 6,1 
cm na parte inferior) (Levin et al., 2007). O aquário foi preenchido com água até 1,5 L e 
dividido virtualmente em três áreas verticais idênticas (inferior, central e superior) 




O perfil comportamental dos animais foi analisado individualmente e filmado 
por um período de 6 minutos, sendo que foram avaliados os seguintes parâmetros: 
latência para transição às áreas central e superior do aparato, tempo nas áreas central 
e superior, número de entradas nas áreas central e superior, tempo médio de duração 
das entradas nas áreas central e superior, distância percorrida, velocidade média, 
ângulo de giro absoluto e sinuosidade do percurso. Além disso, foram acompanhadas 
as respostas motoras em diferentes fases do desenvolvimento. Estes parâmetros são 
escolhidos devido ao repertório comportamental do peixe-zebra e baseados na 
tendência natural do animal em primeiramente explorar a área inferior do aparato e 
posteriormente transitar nas áreas superiores (Wong et al., 2010). Todos os parâmetros 
comportamentais foram quantificados através de análise automatizada utilizando o 
software ANY-maze® (Stoelting, CO, EUA).  
 
 
3.5.2 Experimento comportamental de Preferência social 
 
O aparato utilizado para a realização desse teste foi um aquário de vidro 
transparente medindo 29,5 cm de comprimento x 15 cm de altura x 9,5 cm largura.  
Esse aquário foi dividido em três compartimentos, denominados Coespecífico, Centro e 
Vazio. Ao lado desse aquário, em cada ponta, foram colocados dois aquários menores 
medindo 20 cm de comprimento x 14,5 cm de altura x 9 cm de largura. O aquário menor 
posicionado ao lado do compartimento Coespecífico recebeu cinco peixes e o outro, ao 
lado do compartimento vazio, nenhum (Gerlai et al., 2000).  
 A água utilizada no aparato para os animais durante o experimento foi obtida 
dos respectivos aquários onde os animais eram mantidos quando não estavam sendo 
expostos, portanto, a cada mudança de grupo no momento do teste o aquário de teste 
de interação social foi lavado e a água trocada pela do respectivo aquário do grupo. Os 
testes comportamentais aconteceram no período da manhã, tanto dos grupos expostos 
quanto do grupo controle. 
No momento do experimento os animais foram depositados no centro do 




de dados foi utilizado o programa ANY-maze® (Stoelting CO, USA). Esse programa 
considera que os primeiros segundos do animal no teste são frutos do seu 
comportamento de ambientação e não contabiliza esses movimentos nos resultados 
finais. 
Na análise de dados é mensurado o tempo que cada animal permanecerá 
em cada um dos três compartimentos do aquário, sua velocidade média e a distância 
total percorrida.  
 
3.6 ANÁLISE BIOQUÍMICA 
 
3.6.1 Captação de glutamato 
 
A metodologia de captação de glutamato foi realizada com base nas 
condições utilizadas referente à caracterização previamente realizada no Laboratório do 
presente estudo, em diferentes estruturas do SNC desta espécie (Rico et al., 2010). Os 
peixes foram submetidos à anestesia por imersão em tricaína 160 µg/ml e mortos por 
decapitação. O encéfalo foi retirado e dissecado e pré-incubadao a 37°C durante 15 
minutos em 0,28 ml de HBSS. Após este período, 20 µl de uma solução contendo 0,33 
µCi/ml de glutamato de l-[2,3-3H], com glutamato não marcado (100 µM) a 37°C foi 
adicionada ao meio. As incubações com glutamato marcado foram paradas após 7 
minutos por duas lavagens com 1 ml de HBSS arrefecido com gelo.  
No término do ensaio, foi adicionado NaOH 0,5 N às estruturas cerebrais, 
mantendo-se sobre agitação durante a noite. O teor proteico foi medido utilizando 
alíquotas de homogenato (10 µL) seguindo o método previamente descrito Peterson 
(1977). Foram tomadas amostras para determinação do conteúdo intracelular de l-[2,3-
3H] glutamato por contagem de cintilação. A captação independente de sódio foi 
determinada usando HBSS contendo N-metil-d-glucamina em vez de cloreto de sódio. 
Os resultados foram subtraídos da absorção total para obter a captação sódio-
dependente. Para as análises in vitro, o NaF foi adicionado diretamente ao sistema de 
incubação e preincubado por 10 minutos. Em seguida foi adicionado o glutamento 




3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Para os ensaios bioquímicos, os resultados foram avaliados pela análise de 
variância de uma via (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey quando 
necessário, onde p<0,05 indicará diferença significativa. Para os experimentos 







Para avaliar o perfil exploratório/locomotor em peixe-zebra expostos ao NaF foi 
utilizado o teste do Open tank. Os parâmetros comportamentais avaliados neste teste 
foram: distância percorrida, velocidade média e tempo imóvel. Quando avaliado o perfil 
locomotor dos animas através desses parâmetros, não foi possível verificar alterações 







































Figura 1. Avaliação do efeito do fluoreto de sódio nos grupos Fluoreto de sódio (300ppm), 












































































































































velocidade média (B) e tempo imóvel (C) no aparato Open Tank. *p < 0,05 em comparação ao grupo 
controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey). 
 
Com relação a avaliação do perfil exploratório, o tempo de permanência dos 
animais em cada zona do aparato foi mensurado durante seis minutos, sendo que o 
resultado de cada grupo foi comparado ao seu respectivo controle. Na zona topo, os 
parâmetros avaliados foram: tempo, distância, número de entradas e tempo de latência 
na primeira entrada. É possível verificar que somente o grupo Fluoreto de sódio 
(300ppm) apresentou aumento significativo no tempo de permanência (p=0,0045); 
diminuição no número de entradas (p=0,0031) e diminuição no tempo de latência na 
zona topo (p=0,0033), enquanto que na distância nenhum dos grupos apresentou 

























Figura 2. Avaliação do efeito do fluoreto de sódio nos grupos Fluoreto de sódio (300ppm), 




















































































































































































































(B), número de entradas (C) e tempo de latência (D) na zona topo do aparato. *p < 0,05 em 
comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey). 
 
Na zona meio, foram avaliados apenas o tempo de permanência e o número de 
entradas nesta área. Novamente, percebe-se que somente o grupo Fluoreto de sódio 
(300ppm) apresentou uma alteração significativa para este compartimento 
(p=0,0022).Foi observada uma diminuição significativa do grupo Fluoreto de sódio 
(300ppm) em relação ao controle tanto no tempo de permanência como também no 


















Figura 3. Avaliação do efeito do fluoreto de sódio nos grupos Fluoreto de sódio (300ppm), 
Fluoreto de sódio (500ppm) e Fluoreto de sódio (1000ppm) sobre o tempo de permanência (A) e 
número de entradas (B) na zona meio do aparato Open Tank.*p < 0,05 em comparação ao grupo 
controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey). 
 
Quando avaliado a zona fundo, foram avaliados o tempo de permanência, 
distância percorrida e o número de entradas nesta área. Apenas o grupo Fluoreto de 
sódio (300ppm) apresentou uma alteração, apresentando uma diminuição significativa 
































































































































Figura 4. Avaliação do efeito do fluoreto de sódio nos grupos Fluoreto de sódio (300ppm), 
Fluoreto de sódio (500ppm) e Fluoreto de sódio (1000ppm) sobre o tempo de permanência (A), 
distância percorrida (B) e número de entradas (C) na zona fundo do aparato Open Tank.  *p < 0,05 
em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey). 
 
 
Para melhor visualização, a alteração do perfil comportamental exploratório do 
peixe-zebra exposto ao NaF em diferentes concentrações durante a gravação podem 
ser visualizadas nas imagens que ilustram o tempo médio de permanência em cada 





























































































































































                                           





Figura 5. Avaliação do efeito do fluoreto de sódio nos grupos Fluoreto de sódio (300ppm), 
Fluoreto de sódio (500ppm) e Fluoreto de sódio (1000ppm) sobre o tempo de permanência. 
Conforme escala de coloração, a intensidade indica o tempo de permanência em cada um dos 








Ao avaliar a interação social, utilizando outro aparato, foi observado uma 
redução significativa do tempo de permanência no compartimento coespecifico para o 
grupo Fluoreto de sódio 1000 ppm com relação ao grupo controle (p=0,015). Quando 
avaliados os compartimentos centro e vazio, não foram verificadas alterações 






















Figura 6. Avaliação do efeito do fluoreto de sódio nos grupos Fluoreto de sódio (300ppm), 
Fluoreto de sódio (500ppm) e Fluoreto de sódio (1000ppm) sobre o tempo de permanência no 
aparato de Preferência Social.*p < 0,05 em comparação ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida 
de post-hoc de Tukey). 
 
  
Uma vez que a exposição prolongada ao NaF foi capaz de promover alterações 
exploratórias e de interação social do peixe-zebra, o próximo passo foi investigar a 
funcionalidade dos transportadores de glutamato sobre cérebro de peixes-zebra 
expostos ao NaF através da captação de glutamato. Foi observado uma diminuição na 
função desses transportadores apenas no grupo exposto ao NaF na concentração de 
















C o e s p e c ífic o s
C e n tra l





Figura 7. Efeito do fluoreto de sódio sobre a funcionalidade dos transportadores de glutamato em 
cérebro total de peixe-zebra. Os resultados representam média ± desvio padrão. Os valores estão 
expressos em nmol de glutamato[H]3. min-1.mg de proteína-1. *p<0,05 em comparação ao grupo controle 



























































































Neste trabalho, buscamos avaliar se a exposição ao NaF em diferentes 
concentrações foi capaz de alterar o comportamento dos animais. Alguns parâmetros 
permitem avaliar o comportamento do tipo que causa ansiedade e que reduz ansiedade 
bem como a distância percorrida de nado, velocidade média e tempo de preferência em 
determinadas regiões do aquário. Quando avaliada a distância percorrida e a 
velocidade média, não encontramos diferenças significativas nos grupos em relação 
aos animais não tratados com NaF. Tais resultados excluem o possível prejuízo 
causado pelo NaF sobre o sistema locomotor, o que poderia comprometer os resultados 
relacionados à exploração do aparato nas distintas zonas do aquário.  
O open field é o teste mais comumente utilizado  para avaliar o 
comportamento em modelos animais. Geralmente é realizado com ratos ou 
camundongos experimentais a fim de mensurar comportamentos que variam da 
atividade locomotora geral a comportamentos emocionais relacionados à ansiedade. 
Tais dados permitem ao pesquisador mensurar comportamentos que variam desde a 
atividade locomotora geral a comportamentos emocionais relacionados à ansiedade 
(Lynn e Brown, 2009; Seibenhener e Wooten, 2015; Kraeuter et al., 2019). 
Semelhante ao open field utilizado para roedores, o open tank está 
emergindo como uma ferramenta para análise comportamental em peixes-zebra. Este 
teste consiste em avaliar a atividade exploratória/locomotora com base na tendência 
deste animal explorar inicialmente o fundo do aquário e gradualmente nadar para as 
áreas superiores. Este aparato é importante também para o estudo da ansiedade no 
peixe-zebra, o qual determina a ansiedade do animal pela maior busca do fundo; 
enquanto uma ansiedade reduzida levaria a busca pelo topo do aquário (Levin et al., 
2007; Egan et al., 2009;  Cachat et al., 2010 ; Rosemberg et al., 2011). 
O aquário foi dividido virtualmente em topo, meio e fundo, onde apenas o 
grupo Fluoreto de sódio (300ppm) obteve alterações significativas em alguns 
parâmetros. Em relação ao tempo de permanência no topo, o grupo NaF (300ppm) 
apresentou preferência significativa em permanecer no topo do aquário, sendo que este 




uma diminuição tanto no número de entradas como também no tempo de latência paqra 
a zona topo para este grupo. Na literatura, um menor tempo de latência e menor tempo 
gasto na parte superior para entrar na área superior, bem como a manifestação de  
movimentos irregulares e congelamento indicam aumento da ansiedade (Barcellos et 
al., 2007; Levin et al., 2007). Assim, nossos achados indicam que a exposição ao NaF a 
300 ppm promovem um perfil tipo ansiolítico no peixe-zebra.  
O comportamento vertical do peixe-zebra no open tank representa sua 
tendência a explorar gradualmente as áreas superiores quando submetido a novos 
aparatos, o que pode refletir o comportamento de habituação. À medida que o peixe se 
adapta ao novo ambiente, geralmente ocorre um aumento na exploração, refletido pelo 
aumento da locomoção, tempo gasto no topo e mais entradas na parte superior do 
tanque. Esses parâmetros são indicativos de níveis reduzidos de ansiedade (Levin et 
al., 2007; Cachat et al., 2010; Mathur e Guo, 2011).  
Nossos resultados demonstraram que os peixes do grupo Fluoreto de sódio 
300ppm exibiram aumentos significativos do tempo gasto no topo, consistente com o 
comportamento de habituação. Esses dados corroboram com achados anteriores que 
demonstraram uma resposta rápida de habituação de peixe-zebra no open tank (Gerlai 
et al., 2000; Egan et al., 2009; Wong et al., 2010). 
Quando os animais foram avaliados na zona meio, percebemos que o grupo 
NaF (300ppm) permaneceu menos tempo nesta área, uma vez que a preferência foi 
manter-se no topo, concomitante com um menor número de entradas na zona. Pode-se 
afirmar que neste grupo, a área do meio foi usada principalmente para transições 
verticais, onde os animais praticamente não exploraram (Rosemberg et al., 2011). Em 
relação a zona fundo, nenhum grupo apresentou alteração significativa no tempo de 
permanência e na distância percorrida. Somente no parâmetro número de entradas, 
percebemos que o grupo NaF (300ppm) novamente obteve uma diminuição.  
Este aparato é um excelente teste para a triagem de medicamentos, pois o 
comportamento semelhante à ansiedade pode ser modulado por agentes ansiogênicos 
e ansiolíticos (López-Patiño et al., 2008; Wong et al., 2010). O comportamento do peixe-
zebra pode ser um indicador dos efeitos de poluentes e outros agentes químicos 




etanol, nicotina, morfina, anfetamina, benzodiazepínicos e cocaína já foram testados 
anteriormente em peixe-zebra (Gerlai et al., 2006; Ninkovic e Bally-Cuif, 2006; Bretaud 
et al., 2007; Levin et al., 2007; Bencan et al., 2009; Rosemberg et al., 2012) assim como 
diferentes substâncias tóxicas (Pereira et al., 2012; Vignet et al., 2014).  
Em relação à exposição ao NaF, Mukhopadhyay e Chattopadhyay (2015) 
demonstraram que esta substância é capaz de afetar o comportamento do peixes-
zebra, os quais foram dividos em três grupos expostos a 7,5, 15 e 30 ppm de NaF por 
30 dias. Os peixes expostos a NaF mostraram hiperatividade, natação rápida com 
padrão vertical e atividade frequente de superfície.  Pelo contrário, os peixes  controle 
mantiveram o perfil locomotor padrão e, na maioria das vezes, permaneciam próximos à 
superfície inferior do aquário com natação lenta e horizontal na maior parte do tempo. 
As atividades de superfície e os comportamentos de inquietação estão relacionados à 
condição hipóxica do organismo sob estresse tóxico (Pandey et al., 2005).  
Quanto à preferência social, a exposição prolongada do NaF influenciou o 
zebrafish no que se refere ao teste de interação social. A preferência em associar-se a 
outros peixes é inata no peixe-zebra, os quais formam cardumes desde os estágios 
iniciais da vida. A busca por um comportamento tipicamente grupal é representado pelo 
compartimento coespecífico do aquário, enquanto que o compartimento vazio retrata 
uma atitude aversiva ao grupo (Buske et al., 2011; Pagnussat et al., 2013). Observa-se 
que os peixes manifestaram um perfil de evitar a interação social devido a redução do 
tempo no compartimento coespecífico, indicando a diminuição da busca pelo grupo.  
Devido a escassa literatura ao avaliar a exposição do NaF em peixe-zebra, 
podemos relacionar com outros modelos experimentais, como roedores. Foi 
demonstrado que a exposição ao NaF diminuiu a atividade locomotora e exploratória 
em ratos (Ekambaram e Paul, 2001; Bartos et al., 2015; Adedara et al., 2017) além de 
prejuízos na aprendizagem e na memória (Niu et al., 2009; Liu et al., 2011; Liu et al., 
2014; Yan et al., 2016). 
Adedara et al. (2017) avaliaram parâmetros comportamentais utilizando o 
teste open field em ratos expostos ao NaF isoladamente em água potável a 15 mg / L e 
observaram uma diminuição significativa na velocidade máxima e distância total 




os ratos co-administrados com taurina, mostraram uma reversão significativa do 
desempenho locomotor comparado com os ratos expostos ao NaF isoladamente. Além 
disso, a taurina melhorou o perfil exploratório em ratos expostos ao NaF. Estas 
observações sugerem uma toxicidade induzida por NaF, que pode ser devido à 
coordenação interrompida entre junções nervosas e musculares em ratos expostos 
(Aderara et al., 2017). Esses achados corroboram com Ekambaram e Paul (2001) que 
mostraram que a exposição ao NaF resultou na supressão da atividade locomotora 
espontânea de ratos expostos a concentrações muito altas de NaF (500 ppm em água 
potável) por 60 dias.  
O NaF pode atravessar a barreira da placenta e se difundir no sangue do 
cordão umbilical, com faixas de 60% a 91%, sugerindo sua acessibilidade para bebês 
(Faraji et al., 2014; Gupta et al., 2015). Além disso, esta substância acumula-se em 
diferentes regiões do cérebro, causando prejuízo na aprendizagem e na memória (Liu et 
al., 2014). Diversos estudos em roedores demonstraram que a exposição materna ao 
fluoreto durante a gestação e lactação podem influenciar a capacidade de aprendizado 
e memória da prole (Bartos et al., 2018; Chen et al., 2018; Sun et al., 2018; Wang et al., 
2018). 
Foi demonstrado que o NaF in vitro causou neurotoxicidade principalmente 
dirigida a neurônios do hipocampo, relacionados ao aprendizado e memória  (Zhang et 
al.,  2008). O acúmulo de NaF em diferentes regiões do cérebro, principalmente no 
hipocampo, juntamente com a alteração de processos bioquímicos e celulares afeta a 
síntese de neurotransmissores, causando um desequilíbrio nos níveis de glutamato, 
alterações nas atividades enzimáticas, expressão de receptores e plasticidade neuronal 
(Bhatnagar et al., 2006; Reddy et al., 2013). Além disso, o fluoreto inibiu as expressões 
proteicas e de mRNA do receptor de insulina no hipocampo e no bulbo olfatório de 
camundongos, sugerindo que esses achados podem afetar em parte a capacidade de 
aprendizado e memória em ratos (Yuan et al., 2019). Em adição, Chen et al. (2018) 
observou que o NaF resultou em alterações sinápticas in vivo e in vitro, como 
diminuição da densidade de espinhas dendríticas e a expressão de proteínas 
sinapsofisinas das sinapses (SYN) e proteína 95 de densidade pós-sináptica (PSD-95) 




comprometimento sináptico.  O PSD-95 tem um papel crucial na neurotransmissão, 
plasticidade sináptica e morfogênese da coluna dendrítica durante o 
neurodesenvolvimento. Já o SYN é um marcador pré-sináptico e seu nível de 
expressão reflete com precisão o número e a densidade das sinapses, refletindo o 
status da sinaptogênese (Zhang et al., 2016; Coley e Gao, 2018).  
Yang et al. (2018) demonstraram que o fluoreto ativa a microglia, secreta 
fatores inflamatórios, através das vias de sinalização ERK / MAPK e P38 / MAPK e 
influencia a plasticidade dos neurônios sinápticos no hipocampo de ratos.  A micróglia 
ativada leva a uma liberação de altos níveis de quimiocinas, citocinas, interferons e 
prostaglandinas inflamatórias, bem como uma variedade de aminoácidos excitotóxicos, 
como o glutamato. A produção sustentada de citocinas inflamatórias pela microglia pode 
regular a plasticidade e a função sináptica e desencadear a morte celular neuronal 
(Kaindl et al., 2012; Miyamoto et al., 2013; Strunecka  et al., 2018). A neuroinflamação 
crônica induzida pela micróglia demonstrou uma redução na plasticidade sináptica e um 
aumento da secreção de fatores inflamatórios e a apoptose celular no hipocampo de 
ratos (Yang et al., 2018).   
A neurotoxicidade induzida por NaF está fortemente associada à morte e 
perda neuronais (Sharma et al., 2014) e a  apoptose desempenha um papel 
indispensável neste processo (Song et al., 2018). Zhou et al. (2019) demonstraram que 
a exposição crônica ao NaF aumenta os níveis de proteínas da apoptose e suprime a 
autofagia no hipocampo de ratos filhotes, contribuindo para neurotoxicidade.  Da 
mesma forma, a exposição crônica a 50 mg/L de NaF por seis meses prejudicou as 
habilidades de aprendizado e memória e induziu apoptose neuronal em ratos adultos 
(Liu et al., 2011).  
Os efeitos adversos na capacidade cognitiva causados por altas 
concentrações de fluoreto na água potável é corroborado por diversos estudos 
epidemiológicos (Wang et al., 2007; Ding et al., 2011;  Poureslami et al., 2011; Trivedi et 
al., 2012; Bashash et al., 2017). A revisão sistemática e metanálise de Choi et al. (2012) 
analisou 27 estudos publicados ao longo de 22 anos e os autores sugeriram uma 
associação inversa entre alta exposição ao flúor e inteligência. As crianças que 




de inteligência (QI) mais baixos do que aquelas que moravam em áreas de baixa 
exposição ou controle. Tais resultados apontam que a neurotoxidade do fluoreto afeta o 
desenvolvimento do cérebro em exposições muito abaixo daquelas que podem causar 
toxicidade em adultos (Choi et al., 2012).  
Em nosso trabalho o grupo NaF (300ppm) demonstrou maior preferência em 
permanecer no topo do aquário, caracterizando um comportamento menos ansioso. Ao 
mesmo tempo, observamos uma diminuição na funcionalidade dos transportadores de 
glutamato no referido grupo. Em contrapartida, Li et al. (2019) avaliaram o efeito da 
exposição ao NaF no comportamento semelhante à ansiedade e à depressão em 
camundongos submetidos ao NaF por 90 dias, 120 dias e 150 dias. Foi observado que 
a exposição ao fluoreto pode levar a comportamentos relacionados à ansiedade e à 
depressão em camundongos adultos; especialmente nos animais expostos por 120 dias 
ao NaF. Os autores também avaliaram os transportadores vesiculares de glutamato 
(VGLUTs), os quais são relacionados a distúrbios neurológicos, porém não foram 
observadas alterações significativas nos níveis de expressão do gene em comparação 
com os ratos controle (Liguz-Lecznar e Skangiel-Kramska, 2007).  
O fluoreto acarreta alterações na homeostase do glutamato e, 
consequentemente de seus receptores, os quais são encontrados em abundância tanto 
no cérebro quanto no pâncreas, pulmão, coração, células endoteliais, células imunes e 
ovários. De fato, o glutamato é o neurotransmissor mais abundante no SNC e é 
responsável pela atenção e aprendizado, porém ao mesmo tempo é o mais neurotóxico. 
Uma das maneiras mais importantes de controlar as concentrações de glutamato no 
sistema nervoso é através dos transportadores de glutamato (Corona e Tapia, 2005; 
Pereira et al., 2011; Blaylock et al., 2014).  De modo semelhante aos nossos dados, 
Pereira et al. (2011) demonstraram que a exposição subcrônica ao NaF causou uma 
redução significativa nos níveis de transportadores de glutamato em roedores expostos 
a 100 ppm durante 30 dias.  
Chen et al. (2017) observaram que concentrações crescentes de NaF in vitro 
reduziram a liberação de glutamato das células Neuro-2A em comparação com as 
células controle. Da mesma forma, a expressão do receptor de glutamato NMDA foi 




observada para o glutamato. Além disso, foram observadas alterações estruturais como 
o desaparecimento de sinapses, aglutinação mitocondrial, formação de vacúolos e 
edema celular. Considerando que os neurônios afetados são incapazes de transmitir 
sinais para outros, é possível que a exposição excessiva ao NaF possa influenciar as 
funções dos axônios e limitar a secreção e a transmissão de neurotransmissores, como 
o glutamato, afetando a função neuronal (Flora et al., 2012; Chen et al., 2017).  
Sabe-se que os receptores de glutamato participam da formação do 
aprendizado e da memória (Cercato et al., 2014). A exposição a 100mg/L de NaF 
através do sangue do cordão umbilical e do leite materno prejudicou a capacidade de 
aprendizado e memória dos filhotes de camundongos, refletido pelos resultados dos 
testes de campo aberto e labirinto de braço radial. Em adição, o NaF reduziu a 
expressão de mRNA das subunidades dos receptores de glutamato no hipocampo, em 
especial o AMPA (GluR2) (Sun et al., 2018). Corroborando com esses achados, Yang et 
al. (2018) observaram uma redução da expressão dos receptores ionotrópicos de 
glutamato (subunidades GluR2 e NMDAR2β)  no hipocampo de ratos expostos 
cronicamente a 120 ppm NaF por doze semanas indicando uma relação com déficits 
cognitivos.  
A redução na funcionalidade dos transportadores de glutamato e o 
comportamento do tipo ansiolítico em peixes-zebras expostos a 300ppm de NaF 
sugerem que a alteração na homeostase do glutamato pode ser um dos mecanismos 










Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o modelo de exposição 
prolongada de NaF foi capaz de alterar o sistema glutamatérgico e parâmetros 
comportamentais em peixe-zebra. Os transportadores de glutamato demonstraram ser 
sensíveis ao NaF na concentração de 300ppm, onde obteve-se uma redução da 
funcionalidade de transporte. Através dos resultados do teste Open tank  podemos 
concluir que os peixes expostos a 300ppm de NaF refletiram um comportamento do tipo 
ansiolítico e isso pode estar relacionado com a disfunção dos transportadores 
glutamatérgicos. Já em relação ao comportamento de interação social, verificamos uma 
redução de interação social para a concentração mais elevada de NaF.  
Este foi o primeiro estudo a avaliar o efeito glutamatérgico em peixes-zebra 
expostos cronicamente ao NaF. Os achados do presente estudo evidenciam a 
importância dos efeitos neurotóxicos do NaF, o qual é amplamente utilizado na área 
odontológica e consumido na forma de água potável, sustentando a relevância da 
melhor compreensão dos mecanismos envolvidos a fim de gerar beneficios à 
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